Уабаин-чувствительный транскриптом нейронов
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Na,K-ATPаза (Na-насос) является сложным трансмембранным ферментом из семейства ион-транслоцирующих АТPаз Р-типа [1]. Данный фермент осуществляет перенос против электрохимического градиента 3 ионов Na из клетки в обмен на 2 иона K внутрь клетки за счет энергии гидролиза АТФ. Регуляцию работы Na,K-ATPазы в организме осуществляют кардиотонические стероиды (КТС), специфические ингибиторы Na,K-ATPазы. Предполагается, что способность КТС приводить к различным физиологическим состояниям организма, отражает способностью Na,K-ATPазы выступать в роли рецепторов КТС и при связывании уабаина активировать в клетках различные сигнальные каскады. В настоящее время показано, что в различных типах клеток (кардиомиоциты, клетки почек, нейроны и др.) КТС активируют многочисленные сигнальные каскады (EGFR-Src/Ras/Raf/ERK; PI3K1A/PDK/Akt и др.).
Ранее нами было показано, что в нейронах, могут активироваться разные сигнальные каскада в зависимости от того с какой изоформой α-каталитической субъединицы Na,K-ATPазы, связывается уабаин (соединение из класса КТС) [2]. Кроме того, уабаин может инициировать как апоптотическую гибель нейронов, так и предохранять их от смерти [3]. Для того, чтобы оценить разницу в клеточном ответе нейронов на действие уабаина на разные изоформы α-субъединицы Na,K-ATPазы, мы провели полногеномное исследование экспрессии РНК транскриптов с помощью микрочипов методом «Affymetrix GeneChip Array». Мы использовали культуру гранулярных клеток мозжечка крыс, экспрессирующих α1 и α3 изоформы Na,K-ATPазы. Мы инкубировали нейроны с двумя разными концентрациями уабаина - 100 нМ (ингибирующую только высоко-чувствительную к КТС α3 изоформу) и  1 мМ (полное ингибирование α1 и α3 изоформ) в течение 3 часов. Мы определили, что при инкубации со 100нМ в нейронах экспрессируется 374 транскрипта, а при действии 1 мМ - 1358 транскрипта. Среди них 207 и 598 увеличивают свою экспрессию, а 167 и 760 уменьшают. Применение анализа «Gene Ontology» показало, что некоторые из идентифицированных транскриптов, принадлежат к белкам МАР-сигнального каскада, активация которых была показана нами в предыдущих исследованиях. Кроме того, мы подтвердили экспрессию некоторых РНК-транскриптов (FOS, JUN)  с помощью метода ПЦР в реальном времени.

Литература:

1. Skou J.C. The Na,K-pump. Methods Enzymol. 1988, №156, р.1-25.
2. Karpova L1, Eva A, Kirch U, Boldyrev A, Scheiner-Bobis G.Sodium pump alpha1 and alpha3 subunit isoforms mediate distinct responses to ouabain and are both essential for survival of human neuroblastoma. FEBS J. 2010, № 277(8):1853-1860. 

3. Karpova LV1, Bulygina ER, Boldyrev AA. Different neuronal Na(+)/K(+)-ATPase isoforms are involved in diverse signaling pathways. Cell Biochem Funct. 2010, 28(2):135-41.

